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する遺伝子 ygaW を同定することに初めて成功した(1)。YgaW はそのホモログも含め
てこれまで全く研究がなされておらず、堀の研究によって YgaW が L-Ala を基質とす
る排出輸送体であることが初めて明らかとなり、この機能未知遺伝子 ygaW は alaE 























の生理的な機能を明らかにするため、高濃度の L-アラニル-L-アラニン (Ala-Ala) また











の発現量を reverse transcription-RCR (RT-PCR)で半定量的に解析した(Fig. 2)。その






は、細胞内 L-Ala や L-Leu 濃度上昇を感知するような発現制御機構が存在することが
明らかとなった。 
 
(2-2) ロイシン応答性調節タンパク質 (Lrp) が alaE遺伝子の発現を制御する 
 alaE遺伝子の上流に存在する stpA遺伝子の発現制御機構に関する先行研究で、alaE
遺伝子を含む700 bpの領域にロイシン応答性調節タンパク質 (Lrp) が結合することが
報告されている(3)。Lrp は、様々なアミノ酸代謝関連遺伝子の制御を担うグローバル













のことから、Lrp は alaE 遺伝子の発現を正の方向に制御する因子であることが明らか
となった。 
 前述の実験で明らかになった Lrpによる alaE遺伝子の発現制御が、他の因子を介さ
ない直接的な制御である場合、Lrpは alaE遺伝子の上流域に結合する必要がある。Lrp
と alaE 遺伝子上流域の結合の有無を検証するために、ゲルシフトアッセイを行った 






形成率を算出したところ、Lrpと alaE遺伝子上流域の結合解離定数は約 288 nMとな
った。この結果から、LrpはalaE遺伝子の上流域に特異的に結合することによって alaE
遺伝子の発現を制御することが明らかとなった。 
 さらに詳細な Lrp の結合部位を同定するため、競合阻害アッセイと DNaseI フット
プリント解析を行った。競合阻害アッセイでは、alaE遺伝子上流の 240～180 bp上流
域、160～100 bp上流域、80～20 bp上流域からなる 3種類の非蛍光ラベル DNA断片
を用い、蛍光ラベルした alaE遺伝子上流域断片(-300～+50 bp断片)と Lrpの結合を阻
害するかどうかを調べた。その結果、240～180 bpと 80～20 bp上流域の競合断片を用
いた場合、複合体形成の阻害は認められなかったが(Fig 5A, C)、160～100 bp上流の競
合断片を用いた場合、Lrpの複合体形成が阻害された(Fig 5B)。この結果から、Lrpの
結合部位は alaE遺伝子 160～100 bp上流に存在することが示唆された。 
 さらに詳細な Lrp 結合部位の特定をするため DNaseI フットプリント解析を行った
結果、Lrp存在下において DNaseIの切断から保護を受けた塩基は、alaE遺伝子の 83 
bp～161 bpの範囲に存在していた (Fig 6)。この結果は競合阻害試験の結果とも一致し
ており、両者の結果を合わせると、Lrp は alaE 遺伝子上流の 161～83 bp の広い範囲
にわたって結合していることが明らかとなった。 
 
(2-3) Lrpによる alaE遺伝子発現制御のメカニズム 










った。①alaE遺伝子の上流 161～83 bp上流に Lrpの結合部位が存在する。②alaE遺
伝子の転写開始点は開始コドンの上流-80 bpである。③alaE遺伝子上流 240～180 bp
領域に L-Ala 存在時の alaE 遺伝子高発現に重要なシスエレメントが存在する。240～
180 bp 上流域が関与する発現調節機能として、Lrp の結合に何らかの影響を与える可
能性が考えられる。そこで、alaE 遺伝子の高発現に重要なシスエレメントである 240
～180 bp上流域の機能を調べるため、alaE遺伝子の 300 bp上流域から 60 bpずつ短






Lrp と結合しなかった(Fig. 8)。この結果は、Lrp 結合部位を決定した結果と整合性の
あるものであった。しかし、-300～+50、-240～+50、-180～+50 の 3 種類のフラグメ
ントの複合体バンドの本数に違いがみられたことから、alaE遺伝子上流域の断片化は、
Lrpの結合する数や位置などに何らかの影響を及ぼす可能性が示唆された。 
 これまでの研究で alaE遺伝子の発現は、細胞内の L-Alaあるいは L-Leu濃度の上昇
によって誘導されることが明らかとなっている (Fig. 2, 3)。したがって、Lrp による
alaE遺伝子の発現制御は、L-Alaや L-Leuがエフェクターとして機能し、alaE遺伝子
上流域と Lrp の結合に影響を及ぼす可能性が考えられる。この点を検証するために、
alaE 遺伝子上流域と Lrp の結合に及ぼす各種アミノ酸の影響をゲルシフトアッセイで
調べた(Fig. 9)。L-アラニンを添加した場合、Lrpと alaE遺伝子上流域の複合体形成率
は、L-Ala 濃度依存的に上昇し、alaE 遺伝子の発現に影響を及ぼさない D-Ala と比較
すると有意に親和性を上昇させることが明らかとなった(Fig. 9 A, D)。また、L-Leuの
場合も同様に、濃度依存的に複合体形成率を上昇させた(Fig. 9 A, E)。一方、alaE遺伝
子の発現を上昇させた Ala-Alaを添加した場合、濃度依存的な複合体形成率の上昇は認










第三章 AlaEのオリゴマー構造と第 4膜貫通領域の機能解析 
 
(3-1) AlaEの膜トポロジー解析 





グラムで AlaEが 4回の膜貫通領域をもつ膜タンパク質であることが示され、さらに N
末端 C末端のどちらも細胞質内側に局在が予測された (Table 1)。 
この予測結果を基に、細胞質外に局在が予測される 2 つのアミノ酸残基 Ser42 と
Trp107をそれぞれシステイン残基に置換したシングルシステイン AlaEを作製し、SH-



























細胞膜画分を disuccinimidyl suberate (DSS) によってクロスリンクしたところ約 33 
kDaの位置にクロスリンク産物が認められた(Fig. 12 A)。同様にホルムアルデヒドを用
いてクロスリンクした場合にも、ほぼ同じ分子量の位置にクロスリンク産物が認められ
た (Fig. 12 B)。このシグナルはホルムアルデヒド架橋後に加熱処理をすると消失した
ことから、この複合体は AlaE-Hisを少なくも一分子含むと考えられる(Fig. 12 B)。次
に、ヒスチジンタグによって精製した AlaE-Hisをホルムアルデヒドによってクロスリ
ンクした場合でも約 30kDa の位置に AlaE のクロスリンク産物の出現が観察できた 








(AlaE-Strep) を個別に高発現させた細胞膜画分を混ぜ、Ni-NTA を用いて His-tag 結
合タンパク質を精製後、ウェスタンブロットによってストレプタグを抗ストレプタグ抗




(3-3) AlaEの第 4膜貫通領域に存在する GxxxGモチーフの解析 
 これまでの実験で、AlaE がオリゴマーを形成して機能することが明らかとなった。
膜貫通領域間の相互作用を介してオリゴマー形成に重要な役割を果たすことが知られ





 そこで、本研究では AlaEの第 4膜貫通領域に注目し、その機能を調べるため第 4膜
貫通領域のアミノ酸残基をアラニンに置換した変異体を作製してAlaEの活性に及ぼす
影響をAla-Alaに対する最小発育阻止濃度 (MIC)で評価した(Table 2)。この実験では、
3 つの L-アラニン合成酵素と 2 つのアラニンラセマーゼを欠損させ L-アラニンを代謝
することができない大腸菌変異株MLA301を用いた。このMLA301の alaE遺伝子を












一方、機能低下を来した変異体のうち G125A と G129A では正常なクロスリンク産物





成への影響を評価した(Fig. 15)。この実験ではヒスタグ付き野生型 AlaE (AlaE-His)と
各ストレプタグ付きアラニンスキャニング変異体 (AlaE 変異体-Strep)を用い Ni-NTA
レジンによるプルダウンアッセイを行い、ストレプタグ付き変異体の回収量を算出する
ことでオリゴマー形成能を評価した。その結果、GxxxG モチーフ周辺域のアラニンス









に着目して研究を行った。その結果、alaE 遺伝子の欠損により、高濃度の L-Ala 存在
下で変異株の生育が阻害されることを明らかとした(Fig. 1)。このことから、AlaEのも









機構の解明を試みた。その結果、alaE は細胞内の L-Ala 濃度を感知するロイシン応答
性調節タンパク質 (Lrp) によって正の方向の制御を受けることが明らかとなった(Fig. 
3)。Lrp の結合能の上昇は、一般的な細胞内の L-Ala 濃度である数 mM を超える濃度
域から増加したことから、AlaE が細胞内の恒常性を保つために機能することが強く示
唆された。しかし、本研究では alaE遺伝子の高発現に重要なシスエレメントが存在す
る 240～180 bp の機能を明らかにすることができなかった。今後、このシスエレメン
トの機能を解明することで、alaE 遺伝子の発現制御メカニズムの詳細が明らかになる
ことが期待される。 




得た(Fig. 10, 11)。さらに、オリゴマー構造解析で AlaEがホモオリゴマーを形成して
機能することが明らかとなった(Fig. 12, 13)。また、さらに詳細な AlaEの基質排出機
構を明らかにするため、第 4膜貫通領域に存在する GxxxGモチーフ周辺域の機能解析
を行い、この GxxxGモチーフがオリゴマー形成に関与しないことを明らかにした(Fig. 











1. AlaEは細胞内の L-アラニン濃度の恒常性を保つ安全バルブとして機能する 
2. alaE 遺伝子の発現は、細胞内の L-アラニンの濃度を感知するロイシン応答性調節
タンパク質 (Lrp) によって正の方向の制御を受ける 
3. alaE 遺伝子の 240 ～ 180 bp 上流域には alaE 遺伝子の発現を上昇させる機能未
知のシスエレメントが存在する 
4. AlaEはホモオリゴマーを形成して機能する輸送体である 




1. Hori, H., Yoneyama, H., Tobe, R., Ando, T., Isogai, E., and Katsumata, R. (2011) Inducible L-alanine 
exporter encoded by the novel gene ygaW (alaE) in Escherichia coli. Appl Environ Microbiol 77, 4027-4034 
2. Kim, S., Ihara, K., Katsube, S., Hori, H., Ando, T., Isogai, E., and Yoneyama, H. (2015) Characterization of 
the l-alanine exporter AlaE of Escherichia coli and its potential role in protecting cells from a toxic-level 
accumulation of l-alanine and its derivatives. MicrobiologyOpen 4, 632-643 
3. Sonden, B., and Uhlin, B. E. (1996) Coordinated and differential expression of histone-like proteins in 
Escherichia coli: regulation and function of the H-NS analog StpA. The EMBO journal 15, 4970-4980 
4. Berthiaume, F., Crost, C., Labrie, V., Martin, C., Newman, E. B., and Harel, J. (2004) Influence of 
L-leucine and L-alanine on Lrp regulation of foo, coding for F1651, a Pap homologue. Journal of 
bacteriology 186, 8537-8541 
5. Daley, D. O., Rapp, M., Granseth, E., Melen, K., Drew, D., and von Heijne, G. (2005) Global topology 
analysis of the Escherichia coli inner membrane proteome. Science (New York, N.Y.) 308, 1321-1323 
6. Gottschalk, K. E., Soskine, M., Schuldiner, S., and Kessler, H. (2004) A structural model of EmrE, a 
multi-drug transporter from Escherichia coli. Biophysical journal 86, 3335-3348 
7. Kim, S., Ihara, K., Katsube, S., Ando, T., Isogai, E., and Yoneyama, H. (2016) Impact of charged amino 
acid substitution in the transmembrane domain of L-alanine exporter, AlaE, of Escherichia coli on the 





   
 
Fig. 1.Effect of L-alanine and Ala-Ala on the growth of the wild-type strain and its 
alaE-deficient derivative. A fully grown cell suspension was serially diluted 10-fold and 
5 L aliquots were spotted onto minimal medium supplemented with 0.5-4.0 mM 
Ala-Ala (left panel) or 2.5-20 mM L-Ala (right panel). The top-right panel represents 





Fig. 2. Expression analysis of the alaE gene. E. coli MG1655 was incubated in minimal 
medium in the presence of 6 mM of Ala-Ala (lane 2), L-alanine (lane 3), L-leucine (lane 
4), or D-alanine (lane 5). After 5 min incubation, total RNA was isolated and RT-PCR 
analysis was performed. Five microliters of the resulting fragments were resolved by 
agarose gel electrophoresis. 
 
 





















































Fig. 3. Expression of -galactosidase activity by alaE upstream region-lacZ fusions in 
MG1655lacZ and MG1655lacZlrp. Cells harboring a fusion plasmid containing 
various length of the alaE upstream region (60, 120, 180, 240, or 300 bp) were incubated 
at 37ºC for 3 h in the presence of 6 mM of L-alanine (hashed), L-leucine (gray), Ala-Ala 
(black) and D-alanine (white). Control cells had no supplementation (checked). 
-galactosidase activity was determined, and values represented are the mean of more 
than three independent experiments with standard deviations. 
 
 
Fig. 4. Binding of Lrp to the alaE upstream region. (A) A fluorescent dye 
(6-FAM)-labeled DNA fragment containing the alaE upstream region, encompassing 
from -300 to +50 bp from the alaE initiation codon, was incubated with purified 
histidine-tagged Lrp. After incubation at 37ºC for 30 min, DNA was resolved by 5% (w/v) 
polyacrylamide gel electrophoreses. (B) Binding profile of the EMSA assay shown in (A) 

































































































































































Fig. 5. Effect of 61 bp DNA fragments, corresponding to distinct parts of the alaE 
upstream region, on the binding of Lrp to the fluorescently-labeled alaE upstream 
region. Unlabeled duplex DNA fragment (58.6 nM to 7.5 M) ranging from -240 to -180 
bp (A), -160 to -100 bp (B), or -80 to -20 bp (C) from the initiation codon of alaE was 
added to a reaction mixture containing 1.517 M of Lrp-His. After the binding reaction, 




























































Fig. 6. Determination of the Lrp-binding site in the alaE upstream region. DNase I 
footprinting assays were carried out to determine the interaction between the purified 
Lrp-His (256 nM or 128 nM) and the alaE upstream DNA fragment labeled with the 
coding strand (A) or non-coding strand (B). (A) and (B) show the restriction pattern 
obtained in the presence or absence of Lrp-His, respectively. The fluorescence 
intensities of the DNA fragments are plotted along the relative position from the 
adenine of the initiation codon. Regions protected from DNase I digestion are indicated 
by triangles. (C) Protected nucleotides (triangles) were assigned on the nucleotide 
sequence of the alaE upstream region. Boxes represent the Lrp-binding region. 
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-60 -50 -40 -30 -20 -10
GAGATCCACTGCTTTCATCTCCATTAACATCCCATTACGCTTTTATTAAGGAGCATTAGC
CTCTAGGTGACGAAAGTAGAGGTAATTGTAGGGTAATGCGAAAATAATTCCTCGTAATCG
-240 -230 -220 -210 -200 -190
AAGGCCATATCTAATTGATTTAATTAAAAATAAATCATATCGGCATGTAAAAATCCACAA
TTCCGGTATAGATTAACTAAATTAATTTTTATTTAGTATAGCCGTACATTTTTAGGTGTT



















    
 
Fig. 7. Primer extension assay. Transcriptional initiation site of the alaE gene was 
analyzed by primer extension assay using the total RNA isolated from MG1655 (A and 
B) and MG1655lrp (C and D). Cells were treated with (B and D) and without (A and C) 
6 mM of Ala-Ala prior to RNA isolation. An arrow in Fig. 7 B indicates the signal of 




Fig. 8. Effect of the truncation of alaE upstream region for Lrp binding. Truncated alaE 
gene upstream fragments (-300 to +50, -240 to +50, -180 to +50, -120 to +50, and -60 to 
+50) were incubated with various concentration of  his-tagged Lrp (3.5 M, 884 nM, or 





































































Fig. 9 Effect of L-alanine, L-leucine, Ala-Ala, and D-alanine on the Lrp binding to the 
alaE upstream region. The 6-FAM-labeled alaE upstream fragment (4.6 nM) and 
Lrp-His (442.5 nM) were incubated in the presence of L-alanine or L-leucine (A), 
Ala-Ala (B), and D-alanine (C). After incubation at 37ºC for 30 min, DNA was resolved 
by 5% polyacrylamide gel electrophoresis. After quantification of free DNA and 
Lrp-bound DNA, fold-changes at various concentrations of L-alanine (D), L-leucine (E), 
and Ala-Ala (F), relative to the amount of Lrp-bound DNA in the absence of cofactor, 
were plotted. Results with D-alanine, which did not affect the expression of the 
alaE-lacZ fusion (FIG. 2), are included in (D), (E), and (F). Significant differences of 
fold-changes between D-Ala and individual substances (L-Ala, L-Leu, or Ala-Ala) were 
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Table 1. Prediction of the membrane topology of AlaE by 5 prediction program. Amino 
acid sequence of AlaE was subjected to 5 prediction program (TMHMM ver. 2.0, TopPred 
1.10, HMMTOP, MEMSAT-SVM, and TMpred) and predicted localization of the 
N-terminal and C-rterminal and position of the trans-membrane segment (TMs). 
 
 
Fig. 10. Determination of localization of the Ser42 (A) and Trp107 (B) by labeling of 
single-cysteine variants of AlaE with oregon green maleimide (OGM) and MTSET. 
Intact-cells were incubated with (+) or without (-) MTSET to protect to access of the 
OGM to extracellular cysteine residues. After lysis of the intact cells, incubated with 
cysteine labeling fluorescent dye OGM, and purified single-cysteine AlaE. Purified 
proteins were resolved 15% SDS-PAGE and detected fluorescent (top panel) followed by 
CBB stain (bottom panel). 
 
 
Prediction N-terminal TM1 TM2 TM3 TM4 C-terminal
TMHMM v.2.0 in 16-38 42-61 82-104 110-132 in
TopPred 1.10 in 14 - 34 42 - 62 85 - 105 109 - 129 in
HMMTOP in 15-36 46-62 85-103 110-132 in
MEMSAT-SVM in 14-34 44-61 84-103 109-133 in




































Fig. 11. Determination of localization of the C-terminal of 
AlaE. Cells expressed wild-type AlaE or AlaE-EGFP, 
which fused EGFP at the Cterminal of AlaE, was 
suspended in buffer containing 50 mM Tris-HCl, 200 mM 
NaCl, and 15 mM EDTA (pH8.0), and measured 





Fig. 12. Cross-link of the AlaE. Histidine-tagged AlaE expressed membrane was 
collected by ultracentrifuge and protein cross-link was performed by addition of DSS (A) 
or formaldehyde (B). Purified AlaE was cross-linked by addition of formaldehyde (C). 
After cross-link, protein were resolved by 15% SDS-PAGE and detected AlaE-His by 
western blotting. 
 
      
Fig. 13. Pull-down assay of the histidine-tagged AlaE and strep-tagged AlaE.  
His-tagged AlaE expressed total membrane and Strep-tagged AlaE expressed total 
membrane were mixed and incubate at 40ºC for 1 hour. After incubation His-tagged 
AlaE were purified by Ni-NTA agarose and resolved by 15% SDS-PAGE (center lane). 
Strep-tagged AlaE was detected by western blotting. Only AlaE-His (left lane) or 
AlaE-strep (right lane) expressed total membrane also purified with Ni-NTA agarose 
















































loading (l) 4 0.4 0.044 0.4 0.04 4 0.4
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20 
Table 2. Minimal inhibitory concentration (MIC) of the alanine scanning variants of 
AlaE toward Ala-Ala. Five micro litter of the cell suspension (104 cfu) were spotted onto 
M9 minimal medium containing 1.25 – 10,000 g/ml of Ala-Ala. MIC of the Ala-Ala were 
determined after incubation for44 hour at 37ºC. 
Fig. 14. Cross-link assay of the alanine scanning variants of AlaE. Total membrane 
expressed alanine scanning variants of AlaE were cross-linked by addition of DSS. 
Cross-linked samples were resolved by 15% SDS-PAGE and detected His-tag by western 
blotting. AlaE dimer and monomer were indicated with arrows. 
Strain MIC (g/ml) Strain MIC (g/ml)
MLA301 10,000 S121A >10,000
MLA301alaE <1.25 M122A >10,000
MLA301alaE
/pAlaE >10,000 L123A >10,000
MLA301alaE
/pSTV29 <1.25 M124A >10,000
H108A >10,000 G125A 2,500
H110A >10,000 V127A >10,000
M111A >10,000 Y128A 39
S115A >10,000 G129A 20
S116A >10,000 Y130A >10,000
N117A >10,000 F131A 625
I118A >10,000 L132A 2.5
V119A >10,000 Y134A >10,000
V120A >10,000















Fig. 15. Pull-down assay of the strep-tagged wild-type AlaE and strep-tagged Ala 
scanning variants. AlaE-His expressed total membrane and Strep-tagged AlaE variants 
expressed total membrane were mixed and purified His-tagged AlaE with Ni-NTA 
agarose. Four micro gram protein of total membrane (A, top panel) and 10 l pfurified 
protein (A, bottom panel) were resolved by 15% SDS-PAGE and detected strep-tagged 
AlaE variants were detected by western blotting. Fold-changes of recovery rate of the 
strep-tagged AlaE variants were quantified by image analysis of the western blotting 
(B). 
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査
：
教
授
 五
味
 
勝
也
 
教
授
 阿
部
 
敬
悦
 
学
位
論
文
題
目
大
腸
菌
の
L-
ア
ラ
ニ
ン
排
出
輸
送
体
Al
aE
の
発
現
制
御
機
構
お
よ
び
構
造
機
能
解
析
論
 
文
 
審
 
査
 
の
 
結
 
果
 
の
 
要
 
旨
 
日
本
で
誕
生
し
た
ア
ミ
ノ
酸
発
酵
は
世
界
に
冠
た
る
バ
イ
オ
産
業
で
あ
り
今
も
発
展
を
続
け
て
い
る
。
発
酵
生
産
効
率
化
に
向
け
、
産
物
で
あ
る
ア
ミ
ノ
酸
の
生
合
成
経
路
の
代
謝
改
変
が
こ
れ
ま
で
菌
株
改
良
の
中
心
で
あ
っ
た
。
近
年
、
さ
ら
な
る
生
産
性
の
向
上
を
目
指
し
、
細
胞
膜
を
介
し
た
基
質
と
産
物
の
膜
透
過
系
が
注
目
さ
れ
て
い
る
。
以
上
を
踏
ま
え
当
分
野
の
H
or
iは
、
細
菌
が
L-
ア
ラ
ニ
ン
(L
-A
la
)を
排
出
す
る
現
象
に
着
目
し
、
大
 
腸
菌
の
L-
Al
a
排
出
輸
送
体
を
初
め
て
同
定
す
る
こ
と
に
成
功
し
こ
の
遺
伝
子
を
al
aE
と
 
命
名
し
た
。
続
い
て
、
当
分
野
の
K
im
は
、
Al
aE
が
プ
ロ
ト
ン
駆
動
力
を
利
用
し
た
能
動
 
輸
送
体
で
あ
る
こ
と
を
証
明
し
、
膜
貫
通
領
域
内
の
３
つ
の
荷
電
ア
ミ
ノ
酸
(G
lu
30
, A
rg
 
45
, A
sp
84
)が
基
質
認
識
ま
た
は
プ
ロ
ト
ン
共
役
に
関
与
し
て
い
る
可
能
性
を
示
し
た
。
 
タ
ン
パ
ク
質
構
成
成
分
で
あ
る
L-
Al
a
を
エ
ネ
ル
ギ
ー
を
消
費
し
て
ま
で
細
胞
外
へ
排
出
す
る
こ
と
の
生
理
的
意
義
は
何
で
あ
ろ
う
か
？
こ
れ
ま
で
の
研
究
か
ら
、
L-
Al
a
排
出
輸
 
送
体
Al
aE
は
細
胞
内
の
L-
Al
a
レ
ベ
ル
を
保
つ
「
安
全
バ
ル
ブ
」
と
し
て
の
機
能
を
も
つ
 
こ
と
が
示
唆
さ
れ
て
い
る
。
こ
の
Al
aE
の
生
理
的
意
義
を
明
ら
か
に
し
、
L-
Al
a
発
酵
生
 
産
技
術
へ
応
用
す
る
た
め
に
は
、
Al
aE
の
構
造
と
機
能
、
さ
ら
に
は
そ
の
発
現
制
御
系
の
 
詳
細
な
知
見
が
必
要
と
な
る
。
そ
こ
で
本
論
文
に
お
い
て
、
al
aE
遺
伝
子
の
発
現
制
御
系
 
に
注
目
し
、「
エ
ネ
ル
ギ
ー
依
存
的
な
L-
Al
a
排
出
に
伴
う
エ
ネ
ル
ギ
ー
ロ
ス
を
回
避
す
る
 
た
め
に
Al
aE
の
発
現
は
厳
密
な
制
御
下
に
あ
る
」
と
の
仮
説
を
立
て
、
グ
ロ
ー
バ
ル
レ
ギ
 
ュ
レ
ー
タ
で
あ
る
Lr
p
に
注
目
し
、
-
ガ
ラ
ク
ト
シ
ダ
ー
ゼ
を
用
い
た
レ
ポ
ー
タ
ー
ア
ッ
セ
 
イ
を
行
っ
た
。
そ
の
結
果
、
al
aE
遺
伝
子
の
開
始
コ
ド
ン
か
ら
18
0-
24
0 
bp
上
流
領
域
に
al
aE
遺
伝
子
の
発
現
誘
導
に
重
要
な
シ
ス
エ
レ
メ
ン
ト
の
存
在
が
明
ら
か
と
な
っ
た
。
次
い
で
、
こ
の
発
現
制
御
が
Lr
p
の
直
接
的
な
制
御
で
あ
る
こ
と
を
検
証
す
る
た
め
に
、
ゲ
ル
シ
フ
ト
ア
ッ
セ
イ
お
よ
び
D
N
as
e 
Iフ
ッ
ト
プ
リ
ン
ト
ア
ッ
セ
イ
を
実
施
し
た
と
こ
ろ
、意
外
に
も
Lr
p
結
合
部
位
は
18
0-
24
0 
bp
上
流
域
で
は
な
く
、
al
aE
遺
伝
子
上
流
16
1-
83
bp
で
あ
る
こ
と
が
明
ら
か
と
な
っ
た
。
ま
た
、
ヒ
ス
チ
ジ
ン
タ
グ
お
よ
び
St
re
p
タ
グ
を
付
加
し
た
組
換
え
Al
aE
を
用
い
た
プ
ル
ダ
ウ
ン
ア
ッ
セ
イ
の
結
果
、
Al
aE
が
ホ
モ
オ
リ
ゴ
マ
ー
を
形
成
し
て
機
能
す
る
可
能
性
が
あ
る
こ
と
が
明
ら
か
と
な
っ
た
。
以
上
本
研
究
は
、細
胞
内
L-
Al
a
レ
ベ
ル
の
上
昇
を
感
知
し
た
Lr
p
に
よ
り
発
現
が
誘
導
 
さ
れ
た
Al
aE
が
、
L-
Al
a
を
細
胞
外
へ
排
出
す
る
こ
と
に
よ
っ
て
細
胞
内
L-
Al
a
レ
ベ
ル
 
の
恒
常
性
を
保
つ
「
安
全
バ
ル
ブ
」
と
し
て
機
能
す
る
こ
と
を
、
遺
伝
子
発
現
制
御
と
い
う
視
点
か
ら
明
ら
か
に
し
た
。
ま
た
、
Al
aE
が
ホ
モ
オ
リ
ゴ
マ
ー
を
形
成
す
る
こ
と
を
生
化
 
学
的
に
明
確
に
証
明
し
、
今
後
の
Al
aE
の
構
造
と
機
能
の
さ
ら
な
る
解
明
に
向
け
た
基
盤
 
を
構
築
し
た
。
し
た
が
っ
て
、
審
査
員
一
同
、
本
研
究
者
に
博
士
（
農
学
）
の
学
位
を
授
与
す
る
に
値
す
る
も
の
と
認
定
し
た
。
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